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(g) Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen in Gemischen 

(g) Beschrieben wird ein Verfahren, das den Nachweis und 
die Identifikation von Mikroorganismen ermdglicht, die sich 
in einer MIschprobe befinden, ohne daSfurdie Identifikation 
elneTrennung der Keime z. B. durch Einzelkolonie-Passagen 
notwendig ist. In diesem Verfahren warden molekularbiolo- 
gische Techniken angewendet Durch Hybridisierung mit 
Sonden, die unterschiedlich konservierte Abschnitte der 
Erblnformation der betreffenden Mikroorganismen erkennen 
konnen, wird die Detektion und Differenzierung der Mikroor- 
ganismen im Gemisch en-eicht. Hierbei wird eine Kombina- 
tion aus allgemeiner Keimbestimmung auf Basis hochkon- 
servierter Sequenzabschnitte und individuell definierter Spe- 
zifizierung durch weniger konservierte Sequenzabschnitte 
vorgenommen. Vorzugsweise wird fur hinreichende Sensiti- 
vitat des Nachweises eine Amplifikation des Nuclelnsaure- 
- abschnitts, z. B. mittels PCR, durchgefuhrt 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Vcrfahren zum Nachwcis von interessicrenden MIkroorganismcn in eincr 
den Oder die interessicrenden Mikroorganismus(men) enthaltenen Probe, in der ein Gcmlsch von Mikroorganis- 
men vorUegen kann, mittels molekularbiologischer Technikcn, wie Amplifikationsreaktionen. 

Die Identifikation von Mikroorganismen aus komplexen Proben (die mehrere unterschiedliche Keime im 
Gemisch enthaJtcn) ist eine wichtigc und schwierige Aufgabe 2.B. bei Hygieneuntersuchungen und anderen 
Vorhaben. 

Stand der Technik ist hier die Kultivierung der Mikroorganismen, ihre Selektivanreicherung auf speziellen 
Nahrmediea die Einzelkoloniepassage und schlieBlich die taxonomische Identifikation unter Analyse verschie- 
dener phanotypischer Parameter (Gram-Farbung, BegeiBelung, stoffwechsei-physiologische Leistungen etc.). 
Besondere Anerkennung und Bedeutung hat die FettsaureanaJyse gewonnen. Die typischen Profile der gaschro- 
matographischen Trennung der Fettsauren der Mikroorganismen gestatten in der Regel eine Art- oder sogar 
Pathovanetaten- und Serotypen-Identifikatioa Der hierfur notige apparative Aufwand ist allerdings sehr hoch 
und nur fur groBe Laboratorien realisierbar. AuBerdem verlangt die notwendige Reinanzucht der Einzelkolo- 
nien einen erheblichen Zeit- und Materialaufwand 

Daneben gibt es Systeme, die eine ahnlich genaue Differenzienmg und Identifikation von Mikroorganismen 
auf der Basis von Stoffwechselleistungen der Zellen versprechea Abgesehen von htufigen Fehlinterpretationen 
ist dieses Verfahren wiederum mit dem schwerwiegenden Nachteil belastet daB es nur an Reinkulturen zu 
verwertbaren Aussagen fuhrt Dies ist jedoch, wie erwahnt, eine aufwendige, langwierige und kostenintensive 
Aufgabe. 

Ein weiterer Nachteil bekannter Identifikationssysteme besteht darin, dafi bei der Untersuchung komplexer 
Proben eine Vielzahl von Mikroorganismen unerkannt bleibt, weil ihre KulturansprQche unbekannt sinrj. 

Die Aufldarung von konserviertcn Sequenzabschnitten im Bereich der ribosomalen Gene bei Prokaryonten 
und ihre Nutzung fur molekularbiologische Nachweistechniken (Hybridisierung bzw. Amplifikationsmethoden 
wie PCR) hat in den letzten fttnf Jahren phylogenetische Zusammenhange aufdecken kdnnen, die die Bakterien- 
taxonomie entscheidend vorangebracht haben. Der Wert dieser Methode fur diagnostische Aufgabenstellungen 
in der Bakteriologie ist heute bereits unbestritten. 

Genutzt wird diese Technik gegenwartig einerseits fur taxonomische Fragestellungen. Hierbei werden vor- 
rangig nach AmpUfikation unter Nutzung hochkonservierter Primcrsequenzen die entstandenen Amplicons 
klomert, sequenzicrt und ihre Homologie zu bekannten Sequenzen fOr die taxonomische Identifikation bzw. 
Emordnung eingeschitzt 

Andererseits werden auf der Basis derart gewonnener Sequenzinformationen Primer fOr diagnostische Aufga- 
benstellungen entworfen, um interessierende Organismen (firekt nachweisen zu konnea Es existieren mittier- 
weile \rielfaltige Protokolle fur den Nachweis der unterschiedlichstcn Mikroorganismen-Arten und Subtypen. 

Der Nachteil dieses Standes der Technik besteht darin, daB entweder fur jede diagnostische Aufgabenstcllung 
eine individuelle Analyse oder aber bei der Charakterisierung von komplexen Gemischen aufwendige Genkio- 
nierungen durchgefOhrt werden mfissen. 

Unter Nutzung hochkonservierter Primersequenzen werden in komplexen Proben durch alternative Verfah- 
ren Telle der Erbinforraation der vorhandenen Mikroorganismen amplifiziert und die Einschatzung der Proben- 
komplexitat sowie die taxonomische Identifikation ihrer Bestandteile durch anschlieBende Analyse von Restrik- 
tionsiangen-PoIyraorphismen vorgenonunen. Dieser Auswertemodus ist als sehr aufwendig und wenig routine- 
geeignet einzuschatzen. 

Das der Erfindung zugrunde liegende technische Problem besteht darin, ein Verfahren bereibzustellen, das 
eine sichere Bestimmung etwaiger in einer Probe befindlicher Mikroorganismen zulaBt, selbst wenn diese in 
einer Mischung mit Mikroorganismen verschiedenster Art voriiegen. Dabei soil das Verfahren neben hoher 
Sicherheit in der Bestimmung der Mikroorganismen auch einfach und kostengunstig durchzuf Qhren sein. 

Dieses Problem wird durch ein Verfahren mit den Merkmalen des Anspruchs 1 gelost Das erfindungsgeraaBe 
Verfahren ist zum Nachweis von interessicrenden Mikroorganismen in einer den oder die interessicrenden 
Mikroorganismus(men) enthaltenen Probe, in der ein Gemisch von Mikroorganismen voriiegen kann geeignet 
Dabei werden molekularbiologische Techniken, wie Amplifikationsreaktioncn cingesetzt ErfindungsgemaB 
werden mindestens eine Hybridisierungssonde (A) die konservierte Nucleinsauresequenzen in dem oder den 
interessicrenden Mikroorganismus(men) anzuzeigen in der Lage ist und mindestens erne Hybridisierungssonde 
(B), die weniger konservierte Nucleinsauresequenzen in dem oder den interessicrenden Mikroorganisraus(men) 
anzuzeigen m der Lage ist, zu der Probe gegeben mit der MaBgabe, daS pro interessicrendem Mikroorganismus 
mindestens eine Hybridisierungssonde des Typs (A) und des Typs (B) vorhanden sein muB und die Probe sich in 
emem hybridisierungsfahigen Zustwd befindet Durch ein entstehendes Hybridisierungsmuster erfolgt eine 
Identifikation des oder der interessterenden Mikroorganismen. 

Durch die Verwendung von Hybridisierungssonden, die mikrobiellen Nucleinsauresequenzen unterschiedli- 
chen Konservierungsgrades entsprechen, wird der Nachweis und die Identifikation von Mikroorganismen 
ermaglicht, die sich m einer Mischprobe befinden, ohne daB fOr die Identifikation eine Trennung Z.B. durch 
Einzelkolonie-Passagen notwendig ist Hierbei wird eine Kombination aus allgemeiner Keimbestimmung auf 
Basis hochkonservierter Sequenzabschnitte und individuell definierbarer Spezifiziening durch weniger konser- 
vierte Sequenzabschnitte vorgenommen. 

Vorzugsweise werden zur Gewdhrleistung einer ausreichenden Sensitivitat des Tests unter Nutzung der 
Hybridisierungssonden als Startermolekfile Telle der Erbinforraation in vitro amplifiziert (z. R durch PCR). 

ErfindungsgemaB werden vorzugsweise die Hybridl$ieningssonde(n) A als Starter fOr die AmpUfikation und 
die Hybridisierungssonde(n) B zur Detektion genutzt Es ist aber ebenfalls mOglich, die Hybridisteningssonde(n) 
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B als Starter fflr die Amplifikation und die Hybridisienmgssondc(n) A 2ur Detektion. die Hybridisierungsson- 
de(n) A und B als Starter ffir die Amplifikation und die Hybridisieningssonde(n) B zur Detektion oder die 
Hybridisicningssonde(n) A und B als Starter fflr die Amplifikation und die Hybridisierungssonde (n) A zur 
Detektion zu nutzen. 

Diese Starter-Hybridisierungssonden (Primer) entsprechen entweder denjenigen hohcn Konservierungsgra- 
des Oder aber denjenigen hoher Spezifitat wahrend fiir die Detektion Hybridisieningssonden dcs jeweilig 
entgegengesetzten Konscrvierungsgrades verwendet werdea 

Der Vorteil dieser Ausfuhrungsform bestcht darin, dafi auf diese Weise die gewunschte Verknupfung von 
Amplifikation und Detektion mit den Hybridisieningssonden engerer und breiterer Spezifitat reaJisiert wird 

Vorteilhafterweise erfolgt ein Teil des Verfahrens an einer fcsten Phase durch Bindung eines Teils der 
Hybridisieningssonden, wobei die Kopplung der entsprechenden Hybridisierungssonde(n) an die feste Phase 
nach der Amplifikation erfolgt oder daB die Kopplung der entsprechenden Hybridisienmgssonde(n) an <Ue feste 
Phase vor der Amplifikation erfolgt und die Amplifikation zumindest teilweise an der festen Phase verlauft Dies 
hat den Vorteil, daB auf einfache Weise die gebildeten Komplexe aus Amplifikat und Detektionssonde von 
sonstigen Komponenten vorangegangener Reaktionsstufen getrennt werden kdnnen. 

In einer voneilhaften Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfahrens befmdet oder befinden sich die 
weniger konservierte(n) Sequenz(en), die der (den) Hybridisierungssonde (n) B entspricht (entsprechen). zwi- 
schen den konservierten Sequenzbereichen, die der (den) Hybridisierungssonde (n) A entspricht (entsprechen) 
Oder die konservierte (n) Sequenz(en), die der(den) Hybridisierungssonde(n) A entspricht (entsprechen), befmdet 
oder befinden sich zwischen den weniger konservierten Sequenzbereichen, die der (den) Hybridisierungsson- 
de(n) B entspricht (entsprechen). Vorteilhaft ist dies, weil eine zusauliche Selektion der sequenzrichtigen 
Amplifikation erreicht wird. 

Insbesondere kann erfindungsgcraaB die Amplifikation simultan mit raehreren Starterpaaren auf gleichzeitig 
mchreren Targetsequenzen durchgefuhrt werden. Dieses bietet den Vorteil, in einer Reaktion auch solche 
Mikroorganismen gleichzeitig zu ampHfizieren, fur die keine hinreichend ilbereinstimraenden Hybridisierungs- 
sonden als Starter existierea 

Es ist erfindungsgeraafl ebenfalls moglich, die Detektion simultan mit raehreren verschiedenen Sonden durch- 
zufuhren, um vorteilhafterweise, entsprechend der analytischen Aufgabenstellung, Gruppen von Mikroorganis* 
men detektieren zu konnen, ohne daB entsprechende Hybridisierungssonden dieser Gruppenspezifitat zur 
Verfugungstehenmussen. o -/ u 

Ribosomale Gensequenzen haben sich als besonders gceignet erwiesen, im erfuidungsgemaflen Verfahren 
eingesetzt zu werden. Ribosomale Gensequenzen bietcn den Vorteil, daB sic hochkonservierte und weniger 
konservierte Abschnitte in der hier interessierenden bevorzugten engen Nachbarschaft aufweisen. Em weiterer 
Vorteil der Vcrwendung dieser Gensequenzen besteht darin, daB ribosomale Gene in mehreren Kopien je 
Genom von Mikroorganismen existieren, was zu einer vergleichsweise hohcren Sensitivitat des erfindungsge* 
raaBen Assays bcitrigt . • « j 

Durch Temperatur, lonenstarke und andere insbesondere die Wasserstoffbruckenbildung beeinflussende 
Faktoren konnen die Hybridisierungsbedingungen jeweils so stringent gewahlt werden, daB die fur die Aussage 
des Verfahrens erforderliche Spezifitat der Hybridisierung5reaktion(en) zwischen Targctsequenz und den Hy- 
bridisierungssonden gewahrleistet wird. 

Wie die Stringenz im einzebien zu wahlen und einzustellen ist, kann der Fachmann nut ihm bekannten Mittem 
festgestellt werden (vergL U Wobus, Isolierung, Fraktionierung und Hybridisierung von Nukleinsiurcn", Aka- 
demie-Verlag, Berlin, 1981,229 Seiten. „ 

Die Auswahl der Hybridisierungssonden erfolgt in AbhSngigkeit von der analytischen Aufgabenstellung. Es 
sind sowohi ailgemcine Keimzahlbestimmungen in Korabination mit der Detektion spezieller Arten als auch die 
Analyse und Charakterisierung sehr komplex zusammengesetzter Proben mogiich. 

Die Erfindung wird an dem folgenden Beispiel naher eriautert Es soUten aus einer Gemischprobc mit 
insgesamt 4 verschiedenen Mikroorganismen Escherichia coli und Bacillus subtilis nachgewiesen werden. 

Beispiel 

Das Vorgehen gliederte sich in folgende Etappen: 

1. Auswahl der Sequenzen fur die Sonden 
Z Probenvorbereitung 

3. PCR- Amplifikation 

4. Detektion 

1. Auswahl der Sequenzen fur die Sonden 
Hybridisierungssonden A 

Die Hybridisierungssonden A mit Breitband-Spezifitat dientcn zur Amplifikation aller in der Untenuchungs- 
probe vorhandenen Bakterien und entsprachen einem hochkonservierten Abschnitt der ribosomalen 16S rDNA 
nach Slackebrandt und Liesack (Handbook of New Bacterial Systematics, p 151 — 193, 1993): 
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l6S-rDNA Primer zur An5>lifikation 
10-30f : GAG TTT GAT CCT GGC TCA G 
530r: GTA TTA CCG CGG CTG CTG 



Hybridisieningssonden B 

10 Die Hybridisieningssonden B mit engerer SpezifitSt dienten als Detektionssondea 

Zur Auswahl der geeigneten Detektionssonden wurden Datenbankrecherchen durchgefOhrt Auf dtese Weise 
kbnnte unter anderem gezeigt werden, daB die ausgewihlten Sonden spezifisch fOr den jeweiligen Organismus 
sind. Dabei ergaben sich folgende Sequenzen: 

15 

Escherichia coli: AAC GITC GCA AGA CCA AAG 
Bacillus subtilis: GGT TGT TTG AAC CGC ATG GTT 

20 

Die Sonden wurden zur Detektion mittels ELISA-Reader am 5'Ende biotinyliert Dadurch konnte nach 
Zugabe einer Streptavidin-konjugierten Peroxidase ein Farbumschlag detektiert werden (Soumet et aL, Bio- 
Techniques 19 : 792-796(1995)). 

Beide Sonden wurden in 5 getrennten Versuchen auf ihre Spezifitat bin iiberphift, indem jeder Organismus 
25 mit den eigenen sowie den fOr den anderen Organismus spezilFischen Sonden kontrolliert wurde. 

AuBerdem wurden die Sonden an vier weiteren Mikroorganismen getestet Dabei ergaben sich keine Kreuz- 
reaktionen. 

2. Probenvorbereitung 

30 

Zunachst wurden in gepuffertem Peptonwasser die Keime angez&chtet und anschlieBend aus dieser Gemisch- 
probe die DNA aller Organismen mittels eines DNA-Isolierungsldts isoCert 



3. PGR- Amplifikation 

35 

Fur die PCR-Amplifikation wurde ein Primer (530r, s*o.) nach Anweisung der Finna Nunc kovalent an die 
Kavitit der Covalink™-P!atte gebunden. 

Dazu wurde in jede Kavitat dn Gemisch aus 100 ng des zuvor am 5'-Ende phosphorylierten 530r-Primers, 
getdst in 75 |il 13 mM 1-methyl-imidazol, gegeben. Hinzugefugt wurden 25 \d frisch angesetzte 40 mM 1-Ethyi- 
40 3-(3-Di-methylaminopropylcarbodiimide (EDQ). Die Platte wurde dann bei 50^0 fQr 5 Stunden inkubiert und 
dreimal bei 50^*0 mit 0.4 N NaOH, 0^25% Tween 20 gewaschen. Es folgte eine 5*minfitige Inkubation mit der 
Waschldsung, woran sich weitere drei Waschungen anschlossen. Als letzte Waschl5sung wurde deionisiertes 
Wasser eingesetzt 

Zur Amplifizierung der 16S-rDNA wurde die Methode nach Stackebrandt und Liesack (Handbook of New 
45 Bacterial Systematics* p 151—19% 1993) leicht modiGziert Folgende PCR-Bedingungen wurden in der PGR 
eingesetzt: 



50 



Reaktionskomponen- 
texL: 



Reaktionsansatz : 



Cyclerbedingungen : 



GO 
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lOx Reaktionspuf- 
fer: 

2M Tris 
100 mM MgClj 
IM (NH4)2 SO4 
1% Tween 

dNTP-Mix: 

jeweils IM 

Steriles Wasser 



5 1x1 Reaktionspuffer 
10 111 dNTP 

O.S^iM Primer 10-3df 
0,06/iM Primer 530r 
Sfil DNA 
2,5 U Taq 
add 50^1 steriles 
Wasser 



94Pc 3 min 
1 Zyklus 

93^C 1 min 

55«C 1 min 

74«C 1 min 
28 Zyklen 

74°C 10 min 

4«C hold 
1 Zyklus 
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4.Detektion 

Nach Beendigung der PGR wurde nach dem Protokoll der Firraa Nunc weiterverfahren und die Hybridisic- 
rungderDetektionssondendurcfagefilhrt .... 

Nach der Amplifikation wurden die Kavitaten trockengesaugt und zweifach mit 0^ M NaOH, jeweils nut 
5-minatiger Inkubation, gewaschea AnscWieflend wurde zweifach mit Hybridisierungslosung (&x standard 
saline citrate [SSCJ 5x Denhardt's Losung, lOOjig/ml geschertcr und denaturiertcr Heringssperma-DNA) 
gewaschen. Fflr die Hybridisierung wurden die biotinylierten Hybridisierungssonden auf eine Konzentration 
von 0,1 nmol/L in Hybridisierungslosung eingestellt und in 100 nl-Aliquots in die Kavititen gefflllt Die Hybridis- 
ierungsreaktion lief bei 37'C fiir 3 h. Danach wurden drei Waschschritte bei 37'C durchgefiihrt Das erste Mai 
mit 2 X SSQ 0,1% Tween 20 fur 20 Minuten. Die beiden anderen Male mit 0.1 x SSC 0.1% Tween 20 fOr jeweils 
20 Minuten. 

AnschlieBend wurde die Strepavidin konjugierte Peroxidase dazugegebea Die Peroxidase (Sigma Chemica, 
SL Louis. MO, USA) wurde in SPO-Ldsung (100 mM Tris-HCL, pH 73, 50 mM NaCL 0.05% Tween 20) 1:1000 
venlQnnt 100 |il dieser VerdQnnung wurden in jede Vertiefung gegebea Die Platte wurde bei 37**C fOr 30 Minu- 
ten inkubiert AnschlieBend wurde dreimal rait SPO-Losung gewaschen. 

Als Substrat wurden 100 ^l TMB-Losung (1.5 rag/ml Tetramethylbenzidine, Sigma Chemica) in 25 mM Citro- 
nensaure, 50 mM NaH2P04, 0.03% H2O2, 10% Dimethyl Sulfoxid [DMSOl pH 5.0) gelost und dazugegeben. 
Nach 45 Minuten bei 37*0 wurde die Reaktion mit 25 jil 2M H2SO4 gestoppt und bei 450 nm am ELISA-Reader 
gemessen. 

Die zu beobachtenden Farbveranderungen in den cinzelnen ICavitaten waren der Indikator fur das Vorhan- 
denscin derjenigen Bakterienart in der Untersuchungsprobe, der die zugesetzte Detektionssonde entsprach. 

Es konnte so gezeigt werden, daB sich aus einem Gemisch von verschiedencn Mikroorganismen ohne Herstel- 
lung einer Reinkultur individuelle Arten eindeutig nachweisen lassen. 

PatentansprOche 

I. Verfahren zum Nachweis von interessierenden Mikroorganismen in einer den oder die interessierenden 
Mikroorganisraus(men) enthaltenen Probe, in der ein Gemisch von Mikro<)rganismen vorliegen kann, 
mittels molekularbiologischer Techniken, wie Ampllfikationsreaktionen, wobei 

mindestens eine Hybridisierungssonde (A) die konservierten Nucleinsauresequenzen in dem oder den 
interessierenden Mikroorganismus(men) anzuzeigen in der Lage ist und 

mindestens cine Hybridisierungssonde (B), die weniger konservierten Nucleinsauresequenzen in dem oder 
den interessierenden Mikroorgani$mus(men) anzuzeigen in der Lage ist, 

zu der Probe gegeben werden mit der MaBgabe, daB pro interessierendem Mikroorganismus mindestens 
eine Hybridisierungssonde des Typs (A) und des Typs (B) vorhanden sein muB, sich die Probe in einem 
hybridisierungsfahigen Zustand befindet und durch ein entstehendes Hybridisierungsmuster eine Identtfika- 
tion des oder der interessierenden Mikroorganismen erfolgt 

2 VcrfahrcQ gemSB Anspruch 1. dadurch gckennzeichnet. daB fur ausreichcnde Sensitivitat Teile der 
Erbinforna<i in in vitro amplifiziert werden. . „ . \ a 

3. Wer iru^n ?emaB Anspruch 1 und/oder Z dadurch gekennzeichnet, daB die Hybndisierungssonde(n) A 
und/f>c;^f als Starter fur die Amplifikation und <He Hybridisierungssonde(n) B oder A zur Detektion 

genttift (vek^jcn. . « . r j- 

4. Verfahren gemafl mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB sich die wemger 
konscrvierte(a) Sequera(en), die der(den) Hybridisierungssonde (n) B entspricht (entsprechen). zwischen 
den konservierten Sequenzbereichen, die der (den) Hybridisicrungssonde(n) A entspricht (entsprechen), 

befindet , . . . « . t. j- 

5. Verfahren gemiB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3. dadurch gekcnnzeichnet, daB sich die 
konservierte(n) Sequenz(en), die der(den) Hybridisierungssonde{n) A entspricht (entsprechenX zwischen 
den weniger konservierten Sequenzbereichen, die der (den) Hybridisierungssonde(n) B entspricht (entsprc- 

chenX befindet . * < « . j . • 

6. Verfahren gemaB mindestens einem der Ansprudie 1 bis 5, dadurch gekcnnzeichnet daB mindestens erne 
der Hybridisierungssonden an einer festen Phase gekoppelt ist . tr u -j- 

7. Verfahren gemSB Anspruch 6, dadurch gekcnnzeichnet, daB die Kopplung der entspredienden Hybndis- 
ierungssonde(n) an die feste Phase nach der Amplifikation erfolgt . j « l -j. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 7. dadurch gekcnnzeichnet, daB die Kopplung der entsprechenden Hybncte- 
ierungssonde(n) an die feste Phase vor der Amplifikation erfolgt und die Amplifikation zumindest tcilwcise 
an der festen Phase verlauft . . « j. * vcu 

9. Verfahren gemiB mindestens einem der AnsprQche I bis 8, dadurch gekcnnzeichnet, daB die Amphfiica- 
tion simultan mit mchrercn Starterpaaren auf gleidizcitig mehreren Targetsequenzen durchgefiihrt wird. 

10. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzefchnet daB die Detektion 
simultan mit mehreren verschiedencn Sonden erfolgt j i» j* « v 

I I, Verfahren gem§B mindestens einem der Anspriiche 1 bis la dadurch gekennzeichnet daB die Hybnois- 
ierungssonden Teile von ribosomalen Gensequenzen sind. 

12 Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekcnnzeichnet daB die Hybridisierungsbedingungcn durch 
Temperatur, loncnstarke und andere die Wasserstoffbriickenbildung beeinflussende Faktoren jeweils so 
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stringent gewShlt werden, daB die filr die Aussagc des Verfahrens erforderlichc Spezifitat dcr Hybridisic- 
rung$reaktion(en) zwischen Targetsequenz und den Hybridisieningssonden gewfihrleistet wiri 
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